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論 文 の 内 容 の 要 旨
　本研究は、微生物界に広く保存されたリン酸検知の分子機構を、ラン藻 Synechocystis sp. PCC 6803 を用い
て解析したものである。リン酸イオンは核酸やリン脂質など主要な生体構成因子を構成する必須栄養素であ
り、その供給は生物の生育を規定する主要な要素である。バクテリアはリン酸欠乏に曝されると、高親和性
のリン酸イオン輸送体や細胞外分泌型のアルカリフォスファターゼやヌクレアーゼを発現し、リン酸イオン
の取り込み効率を上昇させて適応する。その応答は二成分制御系のセンサーキナーゼのヒスチジンキナーゼ
と、転写因子のレスポンスレギュレーターにより制御されている。これらの機構は広くバクテリアに備わっ
ているが、リン酸イオンのセンサーであるヒスチジンキナーゼがいかにしてリン酸イオンの有無を検知し、
転写因子のレスポンスレギュレーターを制御するかに関する情報は充分得られていない。ラン藻
Synechocystis sp. PCC 6803 は細胞外の DNAを容易に取り込み、染色体上の相同配列と容易に総合組換えを起
こす性質を有し、染色体遺伝子の組み換え体を作製するのが容易である。本研究ではこの性質を利用して様々
な改変型のセンサー分子を、Nativeな SphS遺伝子のプロモーターから発現させてその機能を解析した、こ
れまでにない斬新な研究である。
　リン酸イオンセンサーの SphSのシグナル検知ドメインには、疎水性領域と PASドメインがあることが知
られている。第 1章では、まずこれらの領域を順次欠損した SphSを発現する株を作製し、リン酸欠乏条件
で発現誘導が見られる分泌型のアルカリホスファターゼ（AP）の活性を指標に、その機能を評価した。そ
の結果、PASドメインの欠失によりリン酸の有無に関わらず構成的に AP活性が発現されるようになること、
疎水性領域の欠失はいずれの条件においても酵素活性を誘導できないことがわかった。疎水領域を欠損した
場合、AP活性が誘導できなかったことは、疎水領域がリン酸の有無を検知するのに必須であるのか、それ
とも疎水領域により細胞膜等への局在が活性の発現に重要なためかを判断できなかった。そこで、Ni2+を検
知するヒスチジンキナーゼの NrsSの疎水性領域と SphSとの融合タンパク質を発現した。その結果、APの
応答は NrsSの膜貫通ドメインと SphSの PASドメインを有するセンサーは、リン酸欠乏の条件で AP活性
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を発現したが、それから PASドメインを欠損すると AP活性は構成的となった。以上の結果は SphSの疎水
領域がリン酸シグナルの検知に関わると言うよりはむしろ、細胞膜に局在させるために必須であることが示
された。実際、大腸菌内で SphSと SphSの疎水領域を NrsSの疎水性領域を置換した分子を発現すると、膜
画分に局在し、疎水性領域を欠損した SphSは可溶性画分に回収されることを示した。さらに他のラン藻や
バクテリアめ持つ、SphSホモログの PASドメインに共通するアミノ酸残基を順次 Alaに置換したところ、
N89Aと R121Aの 2つの残基の置換により、SphSのリン酸応答性が変化した。 N89Aは常に AP活性を発現
できず、R121Aは PASの欠失の場合と同様に構成的に APを発現した。以上の結果からこれらの残基がリ
ン酸応答性に重要な役割を果たす可能性が示唆された。
　第 2章では、リン酸イオンセンサーの制御因子として知られている SphUと SphSとの関わりについて解
析した。SphUの欠失は、SphSの PASドメインの欠失時と同様に、AP活性を構成的に発現するようになる。
このことから SphUと PASドメインはリン酸の充分存在する条件下で SphSの活性を抑制する働きがあると
考えられるが、その機構については不明であった。SphU欠損株でさらに SphSの PASドメインを欠損させ
たところ、その効果は相乗的にはならず、それぞれの欠損株と同様の表現型であったことから、SphU と
PASドメインが同じ機能を有する、すなわち両者が協調的に作用して SphSの活性を制御する可能性が示唆
された。そこで酵母 2ハイブリッド法により、両因子の相互作用が存在するかどうかを調べたところ、PAS
ドメインと SphUが酵母細胞内で相互作用することが示された。さらに PASドメイン同士、SphU同士もそ
れぞれ結合することが示された。その結合が有意なものであるかを検証するため、既に得ていた PASドメ
インの機能喪失性変異体 R121Aについても、酵母 2 ハイブリッド法で検証した。大変興味深いことに
R121A変異を有する PASドメインは、野生型の PASドメインあるいは R121A変異を持つ PASドメインと
はそれぞれ相互作用能を有するが、SphUとの結合性は完全に欠損していることが示された。これらの結果は、
PASドメインと SphUが相互作用することにより SphSの活性を抑制することを初めて示したものであり、
ヒスチジンキナーゼの活性調節の新規な様式を提唱するものであった。
審 査 の 結 果 の 要 旨
　本研究では、ラン藻 Synechocystis sp. PCC 6803 のリン酸イオンセンサー SphSについて、改変型 SphSを
SphS欠損株で発現させ、リン酸欠乏の指標となるアルカリホスファターゼ（AP）の活性によりそれらの機
能を評価した。さらに SphSの調節因子として知られていた SphUが、直接 SphSの特定の領域（PASドメイ
ン）と相互作用することを示した。その結果、SphSに存在する疎水性領域が活性の発現に必要なこと、PAS
ドメインがリン酸応答に必要なこと、PASドメインの活性は SphUにより調節を受けることを明らかにした。
多くのバクテリアのセンサーキナーゼについて、キナーゼ活性の調節の分子機構が不明な段階で、その機構
の一端を解明した本研究は、微生物の環境応答、環境適応に関する貴重な情報を提供する極めて重要なもの
であり、高く評価できるものである。
　よって、著者は博士（理学）の学位を受けるに十分な資格を有するものと認める。
